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文昌鱼 Dvl的功能及 Wnt/β-catenin 通路基因表达谱分析 
摘要 
     
Wnt/β-catenin 信号通路是后生动物中一条相对保守的信号通路，广泛参与早
期胚胎体轴的建立以及多种器官的形态建成与分化。该信号通路在很多物种中都
已有研究，但是在脊索动物文昌鱼中该信号通路的研究才刚刚开始，研究的内容
仅包括 Wnts、β-catenin、Tcf、Axin、Dkks 和 sFRPs 基因的表达谱分析以及化学
试剂处理对胚胎发育的影响，在文昌鱼中关于该信号通路中很多重要基因的功能
研究尚未开始。 
本文鉴定和克隆了文昌鱼 Wnt/β-catenin 信号通路中的 Dvl（Dishevelled）基
因，通过后口动物中氨基酸序列的保守性分析发现，Dvl 蛋白含有 3 个保守的结
构域，分别为 DIX 结构域、PDZ 结构域和 DEP 结构域。整胚原位杂交结果表明，
Dvl 基因的时空表达谱分析发现该基因为母源性表达，在早期分裂球中存在极性
分布；在原肠胚中期该基因的合子型表达开启，此时它的转录本在内胚层中检测
到，在外胚层的表达基本消失；在神经胚及幼体早期时，该基因的表达信号主要
分布在体节中。过表达 Dvl 蛋白的显性负突变体 DIX 对该基因的功能研究发现，
注射 DIX mRNA 的胚胎与注射 GSK3β 产生相似的表型，即原肠胚中期内胚层和
外胚层间未完全消失的囊胚腔，神经胚期延迟出现和闭合的胚孔以及幼体早期严
重缩短的躯体后段。对注射 DIX mRNA 胚胎的相关基因表达分析发现，FoxQ2
基因在前端外胚层的表达区域扩张；Wnt1、Wnt3 和 Brachyury 基因在神经胚早
中期位于胚胎后端中胚层的表达区域扩大，神经胚晚中期 Brachyury 基因在后端
中胚层的表达区域基本消失；FoxAa 基因在神经胚早中期位于腹部内胚层的表达
水平降低；Chordin 和 Goosecoid 基因在原肠胚中期位于背唇区域的表达量下调；
Pax1/9、Mlc、Fezf 和 Sox1/2/3 基因的表达基本没有变化，这些结果显示野生型
Dvl 蛋白功能受到抑制后，即 Wnt/β-catenin 信号通路活性下调后，胚胎后端及腹
部的生长与分化受到较明显的影响。 
此外，我们克隆了 Wnt/β-catenin 信号通路中的另外 6 个基因尚未鉴定的基
因，包括 LRP5/6、APC、CKIα、CKIδ 、GSK3β 和 Gro。原位杂交结果发现上述
6 个基因均为母源性表达；在原肠胚中期这些基因都在内胚层表达；至神经胚期
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 2 
时大部分基因在体节中胚层中都有表达；胚胎发育至幼体早期时，各个基因表达
区域出现多样化，主要包括口前窝、体节和神经管等，这种动态和多样的表达方
式暗示 Wnt/β-catenin 信号通路中的基因参与早期胚轴的建立、体节、神经管以
及多种器官的形态建成与发育。 
 
关键词：文昌鱼；Wnt/β-catenin 信号通路；Dvl；胚胎发育；显性负突变体 
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Analysis of Dvl function and expression patterns of 
Wnt/β-catenin signaling genes in amphioxus 
Abstract 
 
Wnt/β-catenin signaling is a relative conserved pathway that plays important 
roles in early embryonic axis determination and multiple organogenesis among 
metazoans. While it has received extensive studies in many models spanning a wide 
phylogenetic range, its developmental function in amphioxus, the most primitive 
chordate, remains largely uncharacterized. To date, only the expression patterns of 
several genes including Wnts, β-catenin, Tcf, Axin, Dkks and sFRPs and the effect of 
amphioxus embryogenesis treated with chemical reagents have been explored, 
however, the function of the important genes of this signaling pathway awaits to be 
investigated. 
In the present study, we identified and isolated Dvl gene of Wnt/β-catenin 
signaling pathway from Branchiostoma floridae genome. We found Dvl protein of 
amphioxus contains three highly conserved domains by sequence alignment of the 
proteins of the metazoan, harboring an N-terminal DIX domain, a central PDZ 
domain and a C-terminal DEP domain. Spatial-temporal expression patterns of Dvl 
revealed it was maternally expressed and presented asymmetric distribution in the 
early blastomeres. At mid-gastrula stage, the time of zygotic expression, Dvl 
transcripts were detected in endoderm and disappeared in the entire ectoderm. At 
neurula and early larva stage, Dvl transcripts were detected in the somites. We also 
explored the function of Dvl gene via overexpression of DIX domain which can act as 
a dominant negative mutant. The embryos injected with DIX mRNA caused specific 
deformation, which mimicked the embryos injected with GSK3β mRNA, with a 
relative large gap between endoderm and ectoderm at mid-gastrula stage, a delay in 
the appearance and closure of the blastopore at neurula stage and the shortened 
posterior body axis at early larva stage. Finally, we analysed the expression of related 
genes and found FoxQ2 expression, an anterior ectoderm gene, was obviously 
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 4 
expanded in ectoderm. Wnt1, Wnt3 and Brachyury in the posterior mesoderm were 
also expanded at early mid-neurula stage and Brachyury almost disappeared at late 
mid-neurula stage. FoxAa was significantly descreased in the ventral region at early 
mid-neurula stage. Chordin and Goosecoid were also descreased in dorsal lip at 
mid-gastrula stage and other genes including Pax1/9, Mlc, Fezf and Sox1/2/3 were 
almost unchanged. These results indicated that the repression of wild type Dvl protein, 
namely down-regulation of Wnt/β-catenin signaling, had great impact on the posterior 
growth and ventral development.  
Furthermore, we cloned additional six genes of Wnt/β-catenin signaling pathway, 
including LRP5/6, APC, CKIα, CKIδ, GSK3β and Gro. The spatial expression profiles 
indicated that these genes were all maternally expressed and broadly distributed 
throughout embryos before blastula stages. All these genes were specifically 
expressed in the endoderm at mid-gastrula stage and expressed in the somites at 
neurula stage. With the development of embryos to early larva stage, different genes 
had different expression patterns, containing preoral pit, somites, neural tube and so 
on. The dynamic and diverse expression patterns of Wnt/β-catenin signaling genes 
suggest they are not only associated with early embryonic axis establishment but also 
involved in the development of somites, neural tube and multiple organs in 
amphioxus.  
 
Keywords: amphioxus, Wnt/β-catenin signaling pathway, Dvl, embryogenesis, 
dominant negative mutant
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 第一章 文献综述  
文昌鱼隶属于脊索动物门头索动物亚门，是一类体型小、无明显头部、外观
似鱼、身体透明的近海海底生活的动物；这类动物是介于无脊椎动物和脊椎动物
之间的过渡类群，最早出现于 5 亿多年前的寒武纪，是现存脊索动物门中最古老
的动物类群。头索动物门有共同的躯体构筑模式（body plan）——背神经管、脊
索、咽鳃裂和肛后尾，文昌鱼胚胎发育过程中这种躯体构筑模式形成与脊椎动物
也有共同之处，然而文昌鱼躯体结构和胚胎发育过程却比脊椎动物简单，因此，
文昌鱼是研究脊椎动物躯体构筑模式和器官起源的最理想的模型。近年来随着文
昌鱼实验室人工繁成功和通过生殖调控实现全年产卵的技术突破[1-3]，以及显微
注射和 TELAN 技术的成功引入[4, 5]，使文昌鱼已逐渐成为一种新的模式动物应
用于生命科学研究中。 
 
一 文昌鱼的胚胎发育概况 
在 19 世纪 60 年代，Kowalevsky 等人细致地观察和描述了文昌鱼胚胎发育
过程[6]，之后，Conklin 和童第周等也对文昌鱼胚胎发育过程进行了详细地描述[7, 
8]。文昌鱼卵子受精后，卵母细胞完成第二次减数分裂，于动物极释放第二极体
[9]；受精卵前两次卵裂为径裂，第三次为纬裂，形成两层细胞；经过第四次卵裂，
胚胎进入桑椹胚期，此时细胞外形似一个圆球，但是分裂球两极仍与外界相通；
随着卵裂的进行，单层分裂球逐渐向外扩张，分裂球中间形成一个很大的充满胶
状液的空腔，称为囊胚腔，此时的分裂球称为囊胚；之后原肠作用开始，植物极
细胞向动物极方向凹陷，囊胚腔因受到挤压而消失，被新出现的原肠腔代替，植
物极细胞逐渐与动物极细胞贴近，形成内、外两层细胞，发育到这个阶段的胚胎
称为原肠胚[10]；随后胚体延长、胚层分化，胚胎进入到神经胚期，其中最明显
的变化就是原肠背部外胚层细胞下陷形成神经板，中内胚层细胞隆起形成脊索，
脊索两侧的中内胚层细胞隆起形成体节；在神经胚晚期，胚体前端的内柱、原肾
和腺（性）垂体等器官原基开始形成；随着胚胎的继续发育，胚体中部的眼点开
始出现，前端的口和鳃裂开始出现，后端出现背鳍等一些特征，胚胎发育到幼体
期[11]。从文昌鱼的胚胎发育过程我们可以发现文昌鱼胚胎的发育过程与脊椎动物
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胚胎发育过程类似，但是文昌鱼的胚胎发育更简单，而且它的胚胎接近透明，早
期胚胎发育时间也很短，器官系统也比脊椎动物简单，此外我们实验室已经实现
文昌鱼的全年繁殖和诱导产卵排精，因此使用文昌鱼胚胎进行胚胎发育研究的优
势越来越明显。 
 
二 文昌鱼数据库资源 
鉴于文昌鱼在动物进化上的重要位置，文昌鱼一直是进化发育生物学家心
目中的“明星”动物。随基因组测序技术的快速发展，现已完成了 2 种文昌鱼的
全基因组和转录组测序工作，包括佛罗里达文昌鱼（Branchiostoma floridae）的
基因组数据库 [12] （ http://genome.jgi-psf.org/ ）以及其它的 cDNA 文库 [13]
（http://amphioxus.icob.sinica.edu.tw/），该数据库是最早测序并注释的文昌鱼数据
库，白氏文昌鱼（Branchiostoma belcheri）基因组和转录组数据也已经建成
（http://mosas.sysu.edu.cn/genome），目前这些数据库已经被广泛地使用，此外，
本课题组也完成了佛罗里达文昌鱼胚胎不同发育时期的转录组测序工作，这些数
据库资源为后续关于基因调控网络的建立以及不同基因的功能研究奠定了基础。 
 
三 Wnt/β-catenin信号通路简介  
Wnt/β-catenin 信号通路在多细胞体生物体轴分化过程中起重要作用。Wnt 基
因最早发现于 1982 年，起初作为小鼠乳腺肿瘤病毒优先整合的位点而得到鉴定，
当时命名为 Int 基因（Int-1 和 Int-3），随后发现它与果蝇的无翅基因（wingless）
属于同源基因，从而将二者简并命名为 Wnt 基因[14-16]。由 Wnt 蛋白介导的信号
通路称为 Wnt 信号通路，一般根据其信号转导途径和最终效应的不同分为经典
Wnt 信号通路和非经典 Wnt 信号通路[17, 18] （图 1-1）。经典 Wnt 信号通路，即
Wnt/β-catenin 信号通路，该信号通路激活后促使β-catenin 进入细胞核与 Tcf/Lef
转录因子结合进而激活下游靶基因表达，调节细胞增殖与分化等[19, 20]；非经典
Wnt 信号通路主要包括 PCP 信号通路和 Wnt/Ca2+信号通路，其中 PCP 信号通路
涉及 RhoA 激活 c-Jun N 端激酶 JNK，调节极性细胞运动以及细胞骨架重排等[21]；
Wnt/Ca2+信号通路由 Wnt5a 和 Wnt11 激活后，可能通过 G 蛋白激活磷脂酶 C 和
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蛋白激酶 C 导致内质网中的 Ca2+释放，增加细胞质内游离的 Ca2+含量，进而影
响细胞黏连和基因表达[21]。 
 
图 1-1 经典 Wnt 信号通路（左）和非经典 Wnt 信号通路（右）总览图（引
自 Rao TP and Kuhl M，2010[18] ） 
Fig.1-1 Overview of canonical Wnt signaling pathway (left) and noncanonical 
Wnt signaling pathway (right) (From Rao TP and Kuhl M, 2010[18] ) 
迄今为止，完整的 Wnt/β-catenin 信号通路已经在海绵、水螅、丝盘虫、线
虫、果蝇以及后口动物中鉴定出来[22-26]，该信号通路涉及众多成员，在没有 Wnt
信号时，胞质内 Axin 直接与β-catenin、GSK3β和 APC 结合形成 β-catenin 降解
复合物，此时蛋白激酶 GSK3 和 CKI 磷酸化β-catenin，磷酸化的β-catenin 被泛
素化酶 β-Trcp 识别后进入泛素化降解途径[27-30]；当 Wnt 信号存在时，Axin 与 LRP
受体结合导致β-catenin 降解复合物解体，Dvl 与 Fz 结合，同时 LRP 与 Fz 相互
作用调节 Wnt 信号由胞外向胞内的传递[31]，此时β-catenin 在细胞质中积累并进
入细胞核与 Gro 竞争性结合转录因子 Tcf，使原本处于抑制状态的 Tcf 激活，进
而开启下游靶基因的表达[32-34]。 
在多数两侧对称动物中，Wnt/β-catenin 信号受到干扰后会导致胚胎前后轴
缺陷[25, 35]，在斑马鱼和爪蟾中 Wnt/β-catenin 不仅参与到前后轴的建立，同样也
参与背腹轴的建立[36-40]，而在在许多非脊椎动物（包括水螅、线虫、海胆和海鞘
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等）中该信号通路也参与胚层的形成[4, 41-43]；小鼠 Wnt3 和 β-catenin 敲除突变体
中原条形成缺陷，而 Wnt 信号拮抗剂 Dkk1 敲除小鼠中头部缺陷[44-46]；斑马鱼
Wnt8 基因敲除突变体后腹部结构严重丢失，同时背部区域扩张[36]，此外在斑马
鱼 headless 突变体（Tcf 功能缺失）中过表达 Wnt 导致胚胎前端发育缺陷，即缺
少眼睛、前脑和中脑[47]；海胆中上调 Wnt/β-catenin 信号出现植物极化的胚胎，
即中内胚层过度生长而外胚层结构缺失[42]，而下调 Wnt/β-catenin 信号则出现动
物极化的胚胎[48]；文昌鱼中 β-catenin 和多数 Wnt 基因在胚孔周围表达，胚孔区
域将来发育为胚胎后端，而 Wnt 信号拮抗剂如 Dkk1/2/4、Dkk3 以及 sFRP4 基因
均特异性的在前端表达，这种前低后高的 Wnt 信号浓度梯度可能促使胚胎前后
轴的形成[49, 50]，如果用 LiCl 处理囊胚晚期的文昌鱼胚胎，即上调 Wnt/β-catenin
信号，最终导致神经板的丢失和胚胎的后部化[49, 51]，此外文昌鱼中 Dkk3 功能缺
失研究也出现了后部化的胚胎，这些研究表明 Wnt/β-catenin 信号可能参与文昌
鱼前后轴的形成[52]，但目前尚未发现该信号通路参与文昌鱼背腹轴的建立[49, 53]。 
 
四 论文选题目的和意义 
Wnt/β-catenin 信号通路是后生动物中相对保守的一条信号通路，该信号通路
由胞外 Wnt 配体、跨膜受体、胞质蛋白以及细胞核中的一系列转录调控因子组
成，广泛参与早期胚胎发育及后期成体器官的形态建成。然而从无脊椎动物到脊
椎动物长期的演化历程中，Wnt/β-catenin 信号通路的功能在不同物种中有所差
异，文昌鱼作为无脊椎动物与脊椎动物之间的过渡类群，它的躯体构筑方式与脊
椎动物相似，但其基因组结构、早期胚胎发育过程以及成体器官的建成都比脊椎
动物简单很多，因此文昌鱼是研究早期胚胎发育过程中体轴形成的理想材料。目
前，文昌鱼中有关该信号通路基因的研究仅限于 Wnts、β-catenin、Tcf、Axin、
Dkks 和 sFRPs 基因的表达谱分析及 LiCl 激活信号通路对胚胎造成的影响，鉴于
该信号通路中尚有很多基因没有鉴定和研究，本文首先鉴定和克隆了文昌鱼
Wnt/β-catenin 信号通路中尚未鉴定的 7 个基因，包括 Dvl、LRP5/6、APC、CKIα、
CKIδ 、GSK3β 和 Gro，通过比较它们与 Wnt/β-catenin 信号通路其它已报道基因
的表达谱，分析该信号通路在文昌鱼胚胎发育中可能的功能，此外通过研究 Dvl
基因的功能探究 Wnt/β-catenin 信号通路在文昌鱼胚胎发育中的功能。
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第二章 文昌鱼 Dvl基因的鉴定及表达谱分析 
Dvl 基因最初在果蝇突变体中鉴定出来，研究人员发现该突变体果蝇的毛发
和刚毛极性受到破坏[54]，之后发现 Dvl 基因参与 Wnt 信号在细胞内的传递，包
括 Wnt/β-catenin 信号通路和 PCP 信号通路[55, 56]。在脊椎动物中 Dvl 有三个同源
基因，编码的蛋白约由 750 个氨基酸组成。Dvl 蛋白有 3 个保守结构域，N 端的
DIX 结构域约由 80 个氨基酸组成，参与 Dvl 蛋白的多聚化以及与 Axin 蛋白的结
合[57]，该结构域在 Wnt/β-catenin信号的传递过程中发挥重要作用[58]；中间的PDZ
结构域可以与 Fz 蛋白结合将胞外 Wnt 信号传递到胞内，在 Wnt/β-catenin 信号通
路和 PCP 信号通路中发挥作用[59]；C 端的 DEP 结构域与 GTPase，Rac 等结合从
而参与 PCP 信号通路[60]。小鼠 Dvl 基因敲除突变体研究发现 Dvl 同源基因之间
存在功能上的冗余和差异，Dvl1 敲除小鼠中出现社交障碍和不正常的感觉运动
门控[61]，Dvl2 敲除的小鼠血管及骨骼发育畸形[62]，Dvl1 和 Dvl2 双敲除的小鼠，
体节分化出现障碍[62]，Dvl3 敲除的小鼠血管、神经管及耳蜗发生缺陷[63]；爪蟾
Dvl2 和 Dvl3 敲低后胚孔出现和闭合延迟、体轴缩短以及神经褶开放等[64]；在海
胆中，过表达 DIX 结构域与 Dvl 无效突变体表型一致，此外过表达 DIX 结构域
与过表达 cadherin 的表型也相似，我们知道 cadherin 蛋白通过与 GSK3β 蛋白结
合下调 Wnt/β-catenin 信号通路的活性，这表明 DIX 结构域可以作为 Dvl 蛋白的
一个显性负突变体起到下调 Wnt/β-catenin 信号的作用[65, 66]，由此可见 Dvl 基因
参与体轴建立、神经系统形成等。此外，很多研究也表明 Dvl 基因参与胚胎的汇
聚延伸运动[67, 68]。文昌鱼作为无脊椎动物到脊椎动物的过渡类群，其 Dvl 基因在
胚胎发育中的功能研究尚未开展。本章中我们鉴定和克隆了文昌鱼 Dvl 基因，并
对其蛋白结构的保守性进行分析，此外通过实时定量 PCR 和整胚原位杂交的方
法获得该基因在文昌鱼胚胎发育过程中的时空表达谱，为研究文昌鱼 Dvl 基因在
后口动物中的功能演化提供基础数据。 
 
一 材料与方法 
1 材料 
性成熟的佛罗里达文昌鱼（Branchiostoma ﬂoridae）为本实验室人工繁殖，
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